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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
血管内皮細胞はH。02により障害される。一方、内皮細胞にはこのH202を消去する経路としてグル
タチオソレドックスサイクル（グルタチオソサイクル）とカタラーゼが存在する。既に我々は高グル
コース（HG）条件下培養ヒト臍帯静脈内皮細胞（EC）でグルタチオソサイクル依存性H202分解能
が低下し、H202による細胞障害性が増加することが糖尿病性血管合併症発症機序の1つとして示唆
されると報告した（朝比奈ら　糖尿病34：593、1991）。このグルタチオソサイクルを調節する因子
の中でグルタチオソベルオキシダーゼ活性、グルタチオソレダクターゼ活性、還元型グルタチオソ
（GSH）含量はH202存在下にI寸G培養条件の影響を受けなかった。この結果はMPH含量とその主
要供給源であるペソトース燐酸経路・（PPP）活性がHG条件下に障害される可能性を示唆した。一方
ピルピソ酸（Pyr）は細胞内Redox stateを変え、HGによる細胞内代謝異常を是正すると報告されて
いる。そこでHG培養条件下ECにおける田202処理時の細胞内NADPH含量の低下及びPPP活性の低下
を検討し、またこれらHG効果のPyrによる可逆性を明らかにした。
［方　法］
（ヨヒト臍帯静脈内皮細胞の培養：ヒト臍帯静脈内皮細胞の培養はJaがeらの方法にて行い、コラーゲ
ソ塗布培養皿上で培地中グルコース（GIc）条件を5．5mM（NG）、33mM（HG）または高浸透圧対
照として5．5mM GIc＋27．5mMラフイノース（HR）としたMEM培地中で200FLMPyr存在または非
存在下にECを5－7日培養し、以下の項目を測定した。⑦NADPHの測定：ECを200pMH202存在
または非存在下に37℃で1時間酵置し、超音波破砕後の遠心上清をDEAE－5PW陰イオソ交換カラ
ムを用いた高速液体クロマトグラフィー上で展開し、励起波長340mmに対する380nm以上の蛍光強度
で測定した。③ppp活性の測定：Dobrinaらの方法に従い、ECに200pMH202存在、非存在下に、
［1－14C］Gh［2－14C］GIc、または［6L－14C］GIcを添加し、放出されるC02の放射活性を測定
し、〈［1－14C］－［6－14C］＋［2－14C］一［6，14C］）の式により算出した。④乳酸放出量の
測定：200〝MH202存在、または非存在下にECからの乳酸放出量をLDHを用いた酵素法にて測定し
た。⑤グルタチオソサイクル依存性過酸化水素分解能の測定：H202分解能の測定はECを4mMアジ化
ソーダ存在下に20〃MH202と1時間酵置し、残存するH202をスコポレチソの蛍光の滑過により測定
した。⑥DNAの定量：全ての測定値はLabarcaらの方法により測定したDNA量により補正した。
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［結　果］
G）200／lMIも02にて1時間処理後のNADPH含量を両群間で比較すると、基礎値には両群間で有意
差を認めなかった。H202存在下にHG群のNADPH含量はNG群のそれの58％（p＜0．01）に低下し
たが、高浸透圧対照群（HR群）はNG群と有意差がなかった。②NG群のPPP活性はH。02処理により
4．1倍に増加したのに比べ、HG群の基礎PPP活性はNG群と差がなかったが、H202処理によるその増
加は2．8倍と低値であった。またHR群のPPP活性はH202処理前後でNG群と差を認めなかった。③基
礎状態の乳酸放出量はNG群、HG群間に差を認めなかったが、H202処理により乳酸放出量はNG群，
NG郡で各々基礎値の27％、40％へと低下し、NG郡のH202処理後の乳酸放出はNG郡に比べ有意に大
であった。（りNG群の58％に低下したHG群のH202存在下の細胞内NADPH含量は200fLMのPyr添加
により50％回復し、更にHG群におけるH202刺激に対するPPP活性化の低下も完全に回復した。また
グルタチオソサイクル依存性H202分解能はHG群でNG群の64％に低下したが、200FLMピルピソ酸存
在下にその低下の75％が回復した。
［考　察］
本研究において、200FEMH202処理後のEC内NADPH含量はHG群で対照群の58％に低下したが、
浸透圧対照群では低下せず、D－グルコース特異的であった。我々は既にHG条件下に培養したECに
てダルクチオソサイクル依存性H202分解能が対照群の約60％に低下することを報告している。本研
究により、この現象がHG培養条件下でのPPP活性の低下に基づくNADPH含量の低下に関係してい
る可能性が示唆された。またHG群でPPP活性が低下している枚序は、NG群に比べてHG群のH202に
よる乳酸放出の抑制効果が軽度で、そのためPPP経路へ流入するGIc量の増加が低下することによる
と考えられた。PyrはHG群のH202処理によるPPP活性を100％回復し、H202分解能を75％改善した
が、PPPに対するPyrの作用幾樺については今後の課題であった。
［結　語］
HG条件下ではグルタチオソサイクル依存性H202分解能が低下していたが、この機序として王も02に
よるPPPの活性化がHG条件下に障害された結果、NADPHの供給が低下する可能性が示唆された。
PyrはHG群のH202分解能の低下を75％改善したが、Pyr存在下にPPP活性は回復し、NADPH量も回
復したことに関係すると考えられた。
学位論文審査の結果の要旨
糖尿病における血管内皮細胞障害は血管病変の発症・進展機構として重要である。既に著者は血管
内皮細胞障害因子であるラジカルの血管内皮細胞における分解機能を検討したところ、グルタチオソ
依存性過酸化水素（H202）分解活性が高ブドウ糖濃度（HG）培養条件下に低下することを報告して
いる。
本研究ではこのH202分解活性低下の機序を明らかにするため、培養臍帯静脈内皮細胞を用いて（D
H202分解時に要求されるNADPH含量の変動と、その供給経路であるペソトース燐酸経路（PPP）
の活性化がHG条件にて低下しているか、また②ピルピソ酸存在下にそれら異常が回復するかについ
て実験を行い、以下の結果を得た。
1）H202存在下に内皮細胞のNADPH含量は、通常ブドウ糖濃度（NG）群に比べHG群で糖濃度依
存性に、またD－グルコース特異的に低下した。
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2）内皮細胞のH202添加によるPPPの活性化は、HG群でNG群に比べ低下した。
3）内皮細胞の乳酸放出量はH202添加によりNG、HG両群で抑制されたが、その抑制の程度はNG群
に比べHG群で軽度であった。
4）ピルピソ酸添加によりHG条件下内皮細胞におけるグルタチオソ依存性H202分解活性の低下、
H202によるNADPH含量の低下及びPPP活性化障害は全て回復した。
以上より、HG条件下培養血管内皮細胞ではH202分解活性が低下したが、この放序はH202によるP
PP活性化の低下、及びこれに基づくNADPH供給の低下によると考えられた。ピルピソ酸はPPP活
性化を回復することにより、HG条件でのグルタチオソ依存性H202分解活性の異常を回復すると考え
られた。
本研究は嘩尿病性血管合併症の発症機序をラジカルスカペソジャー機能低下の面から検討した報告
であり、貴重なデータを提供したものとして高く評価される。以上より、本研究は博士（医学）の学
位論文として価値あるものと認める。
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